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論文内容要旨
目的
 リポコルテン1はグルココルチコイドが持つ抗炎症作用,抗体産生阻止作用,免疫性細胞傷害
 作用等の研究過程において,グルココルチコイドの抗炎症作用のセカンドメッセンジャーとして
 ホスホリパーゼ抑制作用を持つ蛋白質として同定された物質である。分子量37KDaでカルシウ
 ム,リン脂質結合能を持ちアネキシンファミリーに属する。また免疫抑制作用を持ち,マウス担
 癌モデルにおいて癌進行に伴いマウス脾細胞中に誘導される抑制性マクロファージがリポコルテ
 ン1を産生していることが明らかにされている。
 我々は,これまでヒト担癌状態においてリポコルテン1が産生され,マクロファージと密接な
 関連のあること,ならびにリポコルテン1が各種Mitogen反応を抑制し癌患者の免疫抑制に関
 与している可能性があることを明らかにしてきたが,ヒト担癌状態におけるリポコルテン1の発
 現と免疫能に及ぼす作用についてはいまだ不明な点が多い。
 今回,我々は担癌患者におけるリポコルテン1の発現や作用についてさらに詳細な検討を加え
 たので報告する。
方法
 1)免疫組織染色
 胃癌,大腸癌の癌病巣部と正常部,潰瘍性大腸炎,クローン病,慢性胆嚢炎の病変部を採取し
 酵素抗体間接法にてリポコルテン1の免疫組織染色を行った。
 2)WestemBlotanaユysis
 胃癌患者27例,大腸癌患者23例,膵癌患者4例,健常者10例より血清を採取し,Westem
 bioL解析を行った。
 3)末梢血中単核球表面マーカーの解析
 健常人及び癌患者から末梢血中単核球を分離しanti-LC1とanti-CD14またはan七i-CD56の二
 重染色を行い,FACScanにて解析した。
 4)細胞傷害活性の測定
 健常人及び進行癌患者PBMCを分離しNK細胞活性(NK活性)を4時間のChromium-51
 releaseassayで測定した。標的細胞は継代培養したWISH細胞とRali細胞を用いた。
 5)LAK細胞活性に対するリポコルテン1の効果
 健常人からPBMCを分離しLAK細胞を誘導しnaturalmouselipocortin-1を反応させて,
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 LAK細胞活性を測定した。標的細胞は継代培養したWISH細胞とRaji細胞を用いた。
結果
 1)免疫組織染色により,癌細胞の細胞膜および胞体,ならびに腫瘍先進部および間質内の炎症
 細胞(主としてマクロファージ,リンパ球)の細胞膜にリポコルテン1の染色性が得られた。
 2)SDS-PAGEおよびWestemBIoむの結果,胃癌,大腸癌,膵癌患者ならびに健常人の血清
 中より分子量37kDaのリポコルテン1蛋白が検出された。リポコルテン1蛋白の検出率は健常
 人では30%(F10)であったが,癌患者では42,6%(n-54)と高率であった。また癌が進行
 するにつれてリポコルテン1陽性率は上昇する傾向が認められ,特にStageIVの進行胃癌患者
 (n=7),進行膵臓癌患者(n=4)ではリポコルテン1陽性率は共にioO%で,健常人の30%に
 比し有意に高率であった(P<0.05)。
 3)LC1とCD14のdoublepositive細胞の比率が,健常人では約1%であったが癌患者では約
 46%と明らかに増加していた。また癌患者においてCD14陽性の単球系細胞のほとんどがしC1
 陽性であったが,CD14陰性のリンパ球系細胞にもしC1陽性細胞が認められた。
 LC1とCD56のdoublepositive細胞の比率が,健常人では約5%であったが癌患者では約35
 %と明らかに増加していた。また癌患者ではCD56陽性細胞のほとんどがリポコルテン1陽性で
 あった。
 4)健常人(n=7)と癌患者(n=7)においてNK活性を比較したところ,健常人では69.74
 ±3.29%(mean±SD)であったが,癌患者(n=7)では18.06±0.24%と有意に低下していた。
 5)リポコルテン1は濃度依存性にLAK活性を抑制したが,標的細胞とLAK細胞との接着は
 妨げなかった。また抑制状態となるまで18～24時間かかることが明らかとなった。
 以上のことから,血清中リポコルテン1は癌進行度ならびに全身の免疫抑制状態を反映するも
 のと考えられた。また担癌状態においてマクロファージのみならず,リポコルテン1陽性のNK
 細胞が免疫抑制に関与している可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 リポコルテン1はグルココルチコイドが持つ抗炎症作用,抗体産生阻止作用,免疫性細胞傷害
 作用等の研究過程において,グルココルチコイドの抗炎症作用のセカンドメッセンジャーとして
 ホスホリパーゼ抑制作用を持つ蛋白質として同定された物質であり,免疫抑制作用を持つことで
 も知られている。
 ヒト担癌状態におけるリポコルテン1の発現と免疫能に及ぼす作用についてはいまだ不明な点
 が多いが,今回の研究において以下のことが明らかにされた。
 1)免疫組織染色により,癌細胞の細胞膜および胞体,ならびに腫瘍先進部および間質内の炎症
 細胞(主としてマクロファージ,リンパ球)の細胞膜にリポコルテン1の染色性が得られた。
 2)SDS-PAGEおよびWestemBlo七の結果,胃癌,大腸癌,膵癌患者ならびに健常人の血清
 中より分子量37KDaのリポコルテン1蛋白が検出された。リポコルテン1蛋白の検出率は健常
 人では30%(n=10)であったが,癌患者では42.6%(n-54)と高率であった。また癌が進行
 するにつれてリポコルテン1陽性率は上昇する傾向が認められ,特にStageIVの進行胃癌患者
 (n累7),進行膵臓癌患者(n-4)ではリポコルテン1陽性率は共に100%で,健常人の30%に
 比し有意に高率であった(P<0.05)。
 3)LC1とCD14のdoubユeposi七ive細胞の比率が,健常人では約1%であったが癌患者では約
 46%と明らかに増加していた。また癌患者においてCD14陽性の単球系細胞のほとんどがしC1
 陽性であったが,CD14陰性のリンパ球系細胞にもしC1陽性細胞が認められた。
 LC1とCD56のdoublepositive細胞の比率が,健常人では約5%であったが癌患者では約35
 %と明らかに増加していた。また癌患者ではCD56陽性細胞のほとんどがリポコルテン1陽性で
 あった。
 4)健常人(n;7)と癌患者(nコ7)においてNK活性を比較したところ,健常人では69.74±
 3.29%(mean±SD)であったが,癌患者(n=7)では18.06±0,24%と有意に低下していた。
 5)リポコルテン1は濃度依存性にLAK活性を抑制したが,標的細胞とLAK細胞との接着は
 妨げなかった。また抑制状態となるまで18～24時間かかることが明らかとなった。
 本研究により,血清中リポコルテン1は癌進行度ならびに全身の免疫抑制状態を反映すること,
 および担癌状態においてマクロファージのみならず,リポコルテン1陽性のNK細胞が免疫抑
 制に関与している可能性があることが証明され,ヒト担癌状態における免疫抑制状態にリポコル
 テン1が深く関与している事実が明らかにされた。
 以上より本研究は学位に値するものと思われる。
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